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摘 要 
细胞周期素依赖性蛋白激酶5（Cyclin-Dependent Kinase 5，CDK5)是细胞周
期蛋白依赖性丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族中的一个成员，在神经系统的发育中
发挥了至关重要的作用。CDK5的调节亚基P35、P39是神经系统特异性表达的蛋
白，因此赋予了CDK5在神经系统中特异的激酶活性，使CDK5在调控神经递质
传递，神经元凋亡等方面发挥了重要作用。对于CDK5的研究一直集中在对其新
底物的发现和鉴定上，至今为止有40余个CDK5的底物被鉴定出来。作为脯氨酸
依赖性蛋白激酶，CDK5可以特异磷酸化包含有(S/T)PX(H/K/R)序列的底物蛋白，
其中S/T代表丝氨酸/苏氨酸，X 代表任意氨基酸，P代表脯氨酸。 
BAG3是共分子伴侣BAG家族的一个主要成员，作为一个抗凋亡蛋白，BAG3
通过其BAG(110-124位氨基酸)结构域和Bcl-2以及热休克蛋白70（Hsp-70）的
ATPase结构域结合增加其抗凋亡活性。作为一个保守蛋白，BAG3参与调控了多
种重要的生物功能，包括：凋亡，发育，细胞骨架形成，自噬以及抵抗外界压力
等。BAG3除了在心肌细胞及骨骼肌细胞高表达以外，在神经系统中的大脑皮层
以及海马区也有表达，并且在发育过程中，在脑干以及脊髓的早期发育中也有表
达。之前对于BAG3的研究大多数集中在癌症方面，而BAG3对神经系统的功能
影响还相对较少。本论文着重在神经系统中对于神经元功能起重要支撑作用的胶
质细胞中，研究探讨CDK5-BAG3信号通路对胶质细胞的作用及其功能影响。 
我们通过研究发现，BAG3的S291位点可以被CDK5磷酸化。BAG3的S291
位点被磷酸化之后，其蛋白质稳定性明显升高；同时BAG3与抗凋亡蛋白Bcl-2蛋
白的相互作用明显降低。但对其亚细胞定位以及与Hsp-70的相互作用却没有改
变。在中枢神经系统的各种神经细胞类型中，BAG3在胶质细胞中的表达量较高。
我们通过原代胶质细胞、胶质瘤细胞系、胶质瘤等体系，通过不同神经毒性刺激
来模拟神经退行性等疾病过程中胶质细胞的功能改变。在这其中探讨CDK5异常
激活对BAG3的磷酸化以及其对胶质细胞功能的影响。通过对BAG3的研究将有
利于更深入地理解CDK5在神经系统中尤其是在胶质细胞中的作用，并为寻找治
疗神经退行性疾病等的新的靶点提供科学依据，从而为阿尔茨海默病等神经退行
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性疾病的药物开发及预防开辟新的方向。 
关键词：细胞周期依赖性蛋白激酶5(CDK5)；BAG3；磷酸化；胶质细胞 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
III 
 
Abstract 
    Cyclin-dependent kinase 5 (CDK5), a serine/threonine kinase, was originally 
identified as a member of the cyclin-dependent kinase family based on sequence 
homology. CDK5 is activated by p35 and p39 whose expression are found almost 
exclusively in the nervous system (both CNS and PNS). Thus, CDK5 plays an 
important role in nerves system including regulating neurotransmitter releasing, 
neuronal development, neuron apoptosis and so on. The research of CDK5 has been 
concerned about the discovery and identification of its substrates. Up to now, about 
forty substrates of CDK5 have been identified. As a proline dependent kinase, CDK5 
can phosphorylate proteins that contain the motif of (S/T)PX(H/K/R). Based on this 
motif, by SILAC-phosphoproteomic analysis, we identified BAG3 as a new CDK5 
substrate.  
    Bcl2-associated athanogene 3 (BAG3) protein is a member of BAG family of 
co-chaperones that interacts with the ATPase domain of the heat shock protein Hsp70 
and Bcl-2 through BAG domain (110–124 amino acids). BAG3 is constitutively 
present in several cell types, including cardiomyocytes and skeletal muscle cells, in 
which the protein appears to contribute to cell resistance to mechanical stress. As an 
anti-apoptotic protein, BAG3 is expressed in several tumor types. In different tumor 
contexts, BAG3 protein was reported to sustain cell survival, resistance to therapy. 
These multifaceted interactions underlie BAG3 ability to modulate major biological 
processes in apoptosis, development, cytoskeleton organization and autophagy, 
thereby mediating cell adaptive responses to stressful stimuli. Recently, a growing 
body of evidence indicates that BAG3 also expressed in nervous system, especially in 
the cerebral cortex and hippocampus. We further found that the expression of BAG3 
in astrocyte is much higher than in neuron, microglia. Considering little is known 
about BAG3 in nervous system, especially in astrocyte，our research focus on the 
phosphorylation of BAG3 by CDK5 and its involvement in function of astrocyte in 
nervous system.  
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We identified that CDK5 can phosphorylate BAG3 on its ser291 site .The 
phosphorylation of Ser291 of BAG3 increases its protein stability , and decreases its 
interaction with Bcl-2. The phosphorylation of Ser291 of BAG3 do not affect its 
subcellular localization and the interaction with Hsp-70. Since BAG3 level in 
astrocytes is much higher than other nervous cells, we focused on the regulation and 
function of CDK5-BAG3 signaling axis in astrocyte by using primary astrocyte 
culture, astroglioma, neurodegenerative diseases models. The current study contribute 
to deeply understanding the role of CDK5 in the nervous system especially in 
astrocyte, and also benefit to develop new targets for prevent and treatment of 
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease. 
Key words: CDK5; BAG3; Phosphorylation；Astrocyte 
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英文缩略词 
英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 老年性痴呆症；阿尔茨海默症 
CDK5 Cyclin-Dependent Kinase 5 细胞周期依赖性蛋白激酶5 
Aβ β-amyloid β淀粉样蛋白 
APP β-amyloid precursor protein β淀粉样蛋白前体蛋白 
BAG3 Bcl-2-associated athanogene3 Bcl-2相关的永生化基因3 
cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PS-1 Presenilin-1 早老素-1 
Caspase Cysteinlyaspartatespecific protease 半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶
家族 
CHX Cycloheximide 放线菌酮素 
OGD Oxygen Glucose Deprivation 糖氧剥夺 
DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid N-甲基-D-天冬氨酸 
MEF2 Myocyte Enhancer Factor 2 肌细胞增强因子2 
CDKs Cyclin Dependent Kinase 细胞周期依赖性蛋白激酶 
CDK1 Cyclin Dependent Kinase1 细胞周期依赖性蛋白激酶1 
Hsp-70 The 70 kDa heat shock protein 热休克蛋白70 
Bcl-2 B-cell lymphoma/ leukemia-2 B-细胞淋巴瘤/白血病-2 
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 胶质纤维酸性蛋白 
NF-kB nuclear factor kappa B 核转录因子 
IL-1β Interleukin-1β 白介素1-β  
IL-6 Interleukin-6 白介素6 
TNF-α Tumor Necorsis Factors Α 肿瘤坏死因子α  
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第一章 前言 
1 细胞周期依赖性蛋白激酶 5 研究进展 
1.1 CDK5概述     
    细胞周期依赖性蛋白激酶5（Cyclin-dependent kinase 5,CDK5）隶属于丝氨酸
/苏氨酸细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶家族（CDKs），与CDK1的同源性为60%[1, 
2]。在哺乳动物中，CDK5的mRNA与蛋白质在肾脏、睾丸、卵巢中都有表达，但
是在神经系统的有丝分裂后神经元中表达量最高[3, 4]。与其他CDKs相似，单体
CDK5没有激酶活性，必须与调节亚基相互作用才可以磷酸化其下游底物蛋白。
CDKs家族以周期蛋白cyclins为其激酶活性调节亚基。然而CDK5与其他CDKs家
族成员不同的是，CDK5虽然可以与cyclinD相互作用，但是其激酶活性不是依赖
于cyclin D。CDK5激酶的调节亚基是脑特异性表达蛋白P35、P39[5]。P35、P39
与cyclins虽然在结构上具有相似性，但在氨基酸序列上却不具备同源性[6]。这一
假说通过转基因小鼠的研究得以证实。CDK5-/-老鼠表现出严重的皮质纹理缺陷，
并且在胚胎期致死。同时CDK5-/-老鼠的新形成的神经元以一种“由内而外的方
式”迁移到外皮层[7]。P35-/-的老鼠在皮质形成过程中表现出与CDK5-/-相似的特
点，尽管P35-/-的老鼠的致死率下降到15%，而且P35-/-老鼠一般会活到三个月大[8]。
然而，P39-/-老鼠与野生型小鼠相比却没有明显的异常现象。P35-/-与P39-/-老鼠的
表型差异表明P35在神经元发育中扮演着重要作用。值得一提的是，同时敲除P35
与P39的小鼠的表现型与CDK5-/-的小鼠没有差别[9]。总之，以上的这些发现表明
P35、P39是CDK5激酶的主要调节亚基。 
到目前为止，已经发现了大约有40个蛋白可被CDK5磷酸化。作为脯氨酸依
赖性蛋白激酶，CDK5可以特异磷酸化底物蛋白中包含有(S/T)PX(H/K/R)的序列，
其中S/T代表丝氨酸/苏氨酸, X代表任何氨基酸, P代表脯氨酸[10]。CDK5对神经退
行性疾病(AD)的病理发生有着非常重要的作用，下调CDK5的活性会导致神经毒
性的产生。AD病人大脑中最主要的病理特征是Tau蛋白的过度磷酸化所导致的神
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